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Title of the invention: 
Cyclic alkylthiopeptides 

Summary 

Cyclic alkylthiopeptides of general formula I are antioxidant compounds, which protect the amino acid 
methionine from oxidation, which is contained in a number of biologically active peptides, for example, in 
a r trypsin inhibitor or amyloid (3-peptide. These compounds have the function of radical scavengers and 
can block and/or completely eliminate oxidation of a methionine and preserve the original activity of the 
biologically active peptide; they can be used in the production of pharmaceutical preparations in solid or 
liquid forms of administration for treatment of different inflammations and Alzheimer's disease. 




1 



Cyclic alkylthiopeptides 
Field 

The invention concerns cyclic alkylthiopeptides of the general formula 




x 



where 

Ri and R 2 denote the same or different Ci to C 7 alkyls, straight-chain or branched, or 
joined by a chemical bond, in which one of these substituents or both can denote a 
hydrogen atom, R 2 denotes phenylmethyl, 4-hydroxyphenylmethyl, phenyl, 
4-hydroxyphenyl, 8-guanidinopropyl, hydroxymethyl, carboxamidomethyl, 
2-carboxamidoethyl, s-aminobutyl or methylthioethylene, if R 2 is a hydrogen atom, Ri 
can form a trimethylene or methylenethiomethylene chain with a nitrogen atom in 
position 1, X denotes a sulfur atom or methylene group, R 3 denotes a C] to C 4 alkyl group 
or a Cj to C 2 methylenethioalkyl group. 

These new compounds have the function of radical scavengers and protect methionine 
from oxidation in biologically active peptides. They can be used to treat different inflammations 
(pancreatitis, gingivitis) chronic pulmonary diseases, cerebral aneurysms, ocular disorders 
(cataract), Alzheimer's disease, Parkinson's disease, cerebral insults, etc. 
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Cyklicke alkylthiopeptidy 

f57)Anotace: 

Cyklicke alkylthiopeptidy obecneho vzorce I jsou 
antioxidacm slouceniny, ktere chrani pfed oxidaci 
aminokyselinu methionin, ktery je obsazen v fade biologicky 
aktivmch peptidu, napr. v a-, trypsin inhibitoru nebo 
amyloidm'm P-peptidu. Tyto slouceniny maji runkci Iapacu 
radikalu a mohou oxidaci methioninu blokovat a/nebo zcela 
el iminovat a zachovat biologicky aktivni'mu peptidu jeho 
puvodm aktivitu; Ize je pouzit k vyrobe farmaceutickych 
pfipravku v pevnych nebo tekutych davkovacich formach k 
terapii rtiznych zanetu a Alzeimerovy choroby. 
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Cyklicke alky Ithiopep tidy 



Oblast techniky 



Vynalez se tyka cyklickych alkylthiopeptidu obecneho 



yzorce 



ve kterem 




R 1 a R 2 



znac£ stejne nebo ruzne alkyly az C^, 



prxme nebo 

rozvetvene, popr. spojene chemickou vazbou, pricemz jeden z 
techto aubatituentu, popr* oba mohou znacit atom vodxku, R 2 
znacx fenylmetyl, 4-hydroxyf enylmetyl , fenyl, 4-hydroxyf enyl , 
JT -guanidinopropyl, hydroxymetyl , karboxamidoinetyl , 2-karbo- 
xamidoetyl, £.-aminobutyl anebo metylthioetylen, je-li R 2 atom 
vodxku, muze tvofit trimetylenovy , popr* metylenthiometyle- 
novy retezec s atomem duafku v poloze 1, X znacl atom airy 
nebo metylenovou akupinu, R^ znacx alkylovou skupinu az 
nebo metylenthioalkylovou skupinu az Cg- 



Tyto nove alouceniny maji funkci radikaloveho acavengeru 
a chranx methionin pfed oxidacx v biologicky aktivnxch peptidech, 
Lze je pouzxt k lecbe pfi ruznych zanetech (pankreatitidy , gin- 
givxtidy), chronickych plicnxch onemocnenxch, mozkovych vydutxch, 
oonxch poruchach (sedy zakal) , Alzheimerove chorobe, Parkinao- 
nove chorobe 9 mozkove pfxhode a pod. 
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Dosavadnx stav techniky 

Nektere aminokyseliny nebo peptidy, navrzene jako antioxi- 
dacnx slouceniny, chranx pf ed oxidaci a zaroven i pfed inaktivacx 
methionin (Met 358 ) v pfirozenem endogennxm inhibitoru proteinaz; 
tento tzv. trypsin inhibitor ( ^-jPI) je nejucine js£m pfi- 

rozenym inhibitorem serinovych proteinaz, napr. trypsinu, chymo- 
trypsinu, leukocytarni a pankreaticke elastazy. Zminene proteo- 
lytic^ enzymy 3 sou vyraznymi iniciatory ruznych zanetlivych 
onemocnenx, napf. pankreatitidy , revmatoidni artritidy apod. 
Aminokyseliny nebo peptidy, dosud navrhovane jako antioxidacnx 
slouceniny k potencialnx ochrane Met 358 v o(-.jPI, napf. N-ace- 
tylcystein, methionin nebo glutathion (Agents & Action 22, 255-260 / 
/1987/) , i kdyz blokuji oxidaci methioninu v^^PI, majx takove 
chemicke struktury, ktere jsou relativne malo stale, majx kratky 
biologicky polocas a vysoky clearens. 

Podstata vynalezu 

S prekvapenxm bylo zjisteno, ze cyklicke alkylthiopeptidy 
uvedeneho vzorce, v nemz substituenty majx vyse uvedeny vyznam, 
jsou enzymaticky rezistentni slouceniny, jejichz prxtomne alkyl- 
sulfidicke ligandy funguji jako scavengery a brani tak oxidaci 
methioninu na methioninsulfoxid v cele rade biologicky aktivnxch 
peptidu, .zvlaste pak e^PI (BioPactors 3, 91-96 /1991/); oxi- 
dace methioninu v biologicky aktivnxch peptidech souvisx s celou 
fadou zavaznych onemocneni, jak jiz bylo zmxneno vyse. 

Vyznam methioninu, : r esp. jeho diilezitost se uplatnuje i u 
amyloidnxho (3-peptidu, ktery je soucastx amyloidnlho plaku pfi 
Alzheimerove chorobe. Neurotoxicita A|^peptidu (1-40) anebo jeho 
fragmentu A (3 (25-35) je spojena s oxidaci methioninu (Met 35 ) v 
odpovxdajxcx methioninsulfoxid. Je zde proto predpoklad, ze lat- 
ky, ktere budou mit funkci radikaloveho scavengeru, mohou oxi- 
daci Met 35 blokovat anebo zcela eliminovat. Slouceniny s tako- 
vymi vlastnostmi je pak mozne vyuzxt v terapii Alzheimerovy cho- 
roby. 

Vzhledem k rigidni chemicke struktufe, jsou cyklicke alkyl- 
thiopeptidy uvedeneho obecneho vzorce stabilni slouceniny, coz 
umoznuoe jejich ucelne pouzitx v le"civech k terapii jiz zmxnenych 
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onemocneni; s vyhodou je lze aplikovat peroralne v pevnych le- 
kovych formach, jako jsou enterosolventni tablety, tobolky nebo 
vodne suspenze s hodnotou pH 6 az 8, popf. i rektalne, rovnez 
ve forme vodne suspenze s hodnotou pH 6 az 8 nebo ve forme 
suspenze olejove. 

Ochrana Met 358 v ^-trypsin inhibitoru ( o(-- L PI) sirnymi 
slouceninami obecneho vzorce podle vynalezu pred oxidaci na me- 
thioninsulfoxid by la hodnocena postupem jak je uvedeno v Agents 
& Action 22, 255-260 (1S87) s tim rozdxlem, ze ke sledovani in- 
hibice fl^-PX byl pouzit trypsin a ;jeho zbytkova aktivita byla 
stanovena chromogennim substratem p-nitroanilidem N -tosyl-L- 
argininu (L-TAPA) . Jako srovnavaci slouceniny byly pouzity 
N-acetyl-L-cystein (konc. 3 mg/1 ml) a oxidovany glutathion 
(konc. 10 mg ve fyziologickem roztoku). Hodnoceny byly slouce- 
niny podle vynalezu: cyklo(Acp-Met) Ha, cyklo(Acp-Cys/Et/) He, 
cyklo(Acp-Gys/Bu/) lie; vsechny v koncentraci 2 mg/1 ml IMF A. 

Usporadani pokusu bylo provedeno tak, ze roztok fCj-PI (SERVA) 
o konc. 10 mg/50 ml TRIS pufru o pH 7,1 byl oxidovan 3% peroxidem 
vodiku. V pokusech, pri kterych bylo dosazeno 50 % inhibice tryp- 
sinu castecne inakt ivovanym (oxidovanym) *£-PI, bylo za stej- 
nych oxidacnich podminek v pHtomnosti sirnych sloucenin podle 
vynalezu, zvysena inhibicni schopnost 0^-PI jak je uvedeno v 
Tabulce III 

Tabulka III 



Sirne slouceniny Zvyseni inhibice ^-PI 



N-Acetyl-I-cyst ein 
Glutathion oxidovany 
Ha cyklo(Acp-Met) 
lie cyklo(Acp-Cys/Et/) 
He cyklo(Acp-Cys/Bu/) 



18 % 
14 % 
22 % 
20 % 
14 % 
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Vsschny acxprodukty a Wane lat iy b y l y pripraveny sy n- 

* y to slouceniny Je m0Z ne taM p fipravlt 3ynMa0u v pe ZlAtT 
popr. sjrntezou pomoci enzjrmu. ' 
S y ntetick y postup pripravy sloucenin obacneho vzorca podle 
vynalezu predstavuje Schema 1. Analyticka data (T.t.) mezi 

S^Sf V W 8 k ° M5n;?0h tI(3 - h) 3a ™ "edena 7 

Tabulce I. resp. v Tabulce II. 

Vynalez cyklickych alkylthiopeptidu d e bltte ilustrovan 
ale nxoak omezen, v nasledu^clch prxkladech provedenf : 
Pouzite zkratky a symboly majx nasledujfcx vyznam: 

Acp . kyaelina 1-amino-l-cyklopentankarboxylova 

Met = methionin 

Cys(Me) = S -methyl cyst ein 

Cys(Et) = S-etylcystein 

Cys(Pr) = S-propylcystein 

Cys(Bu) = S-butylcystein 

Ala = alanin 

Phe = fenylalanin 

Boc = tert.butyloxykarbonyl 

CDI = N,N-dicyklohexylkarbodiimid 

OH-Suc = N-hydroxysukcinimid 

DMFA = dimetylformamid 
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Schema 1 



Boc - 




eykloU - B) 
IlCa - i) 



Acp Met 

Acp Cys(Me) 

Acp Cys(Et) 

Acp Cys(Pr) 

Acp Cys(Bu) 

Met Ala 

Phe Met 
Cys(Et) Ala 

Met Acp 



a 
b 
c 
d 
e 
f 

g 
h 

i 
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Pf iklady provedenl 
Prxklad 1 

Boc-Acp-Met-OMe (la) 

K roztoku 4,6 g Boc-Acp (2o mmol) a 2,3 g OH-Suc v 50 ml 
DMFA ochlazenem na 0° C byl pridan 4,4 g GDI. Po 1 h nuchani 
a chlazeni pri 5 °C byl pridan roztok Met-OMe ve 20 ml DMFA, 
uvolneneho z odpovldajiciho hydrochloridu (2,4 g; 20 mmol) 
U-etylpiperidinem (2,8 ml; 20 mmol). Po 2 h michanl za teplo- 
ty mlstnosti by la vyloucena N,N-dicyklohexylmocovina odfil- 
trovana, filtrat byl vakuove odpafen, odparek byl rozpusten 
v octanu etylnatem a postupne vytrepan 1% kyselinou citrono- 
vou (3x), vodou, 5% hydrogenuhlicitanem sodnym (3x) , vodou, 
vysusen bezTodym siranem sodnym a odpafen. Pevny odparek byl 
krystalovan ze smesi 30 ml octanu etylnateho a 200 ml petrol- 
eteru. Bylo zfekano 6,35 g (85 % hmot.) (Ia) o t.t. 133-136 °C. 
Obdobnym postupem byly pfiprayeny slouceniny I(b-i) uvedene 
v Tabulce I. 

Cyklo(Acp-Met) (Ha) 

K roztoku 3,75 g Boc-Acp-Met-OMe (10 mmol) ve 20 ml 
led. kyseline octove' bylo pfidano 17 ml roztoku HCl/v kyse- 
line octove (0,6 M) . Po 2 h michanl reakcniho roztoku za te- 
ploty mxstnosti, byl roztok vakuove odpafen, odparek byl roz- 
pusten v 50 ml metanolu a znovu odpafen; potom byl odparek 
rozpusten ve 30 ml metanolu a deionizovan na sloupci slabe 
bazickeho anexu L 150. Metanolicke eluaty byly odpafeny a 
pak jeste odpafeny (2x) se smesi metanol - toluen (10:1) a 
nakonec byl odparek rozpusten v 25 ml octanu etylnateho a po- 
nechan 24 h za teploty mistnosti. Vylouceny krystalicky pro- 
dukt byl odfiltrovan a promyt eterem. Bylo ziskano 1,65 g 
(68 % hmot.MlIa) o t.t. 243-246 °C. Obdobnym postupem byly 
pfipra veny slouceniny Il(b-h) uvedene v Tabulce II. 
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Tabulka I 



I( a - i) Teplota tan£ °C 

la Boc-Acp-Met-OMe 133-136 

lb Boc-Acp-Cys(Me)-OMe 126-128 

Ic Boc-Acp-Gys(Et)-OMe 132-134 

Id Boc-Acp-Gys(Pr)-OMe 129-131 

Ie Boc-Acp-Oys(Bu)-OMe 119-122 

If Boc-Met-Ala-OMe 84-86 

Ig Boc-Phe-Met-OMe olej 

Ih Boc-Cys(Et)-Ala-OMe 74-77 

Ii Boc-Met-Acp-OMe 127-129 



Tabulka II 



II(a - h) Teplota tanx °C 

I la cyklo(Acp-Met) 243-246 

lib cyklo(Acp-Cys/Me/) 237-238 

lie cyklo(Acp-Cys/Et/) 220-221 

lid cyklo(Acp-Cys/Pr/) 227-228 

He cykloUcp-Cys/Bu/} 202-204 

Ilf cyklo(Met-Ala) 243-246 

Ilg cyklo(Phe-Met) 261-262 

Ilh cyklo(Cys/Et/-Ala) 233-235 



Prumysloya vyuzitelnoat 



Tento vynalez se tyka pouziti cyklickych alkylthiopeptidii 
uvedeneho obecneho vzorce k vyrobe farmaceutickych pripravku, 
urcenych k ochrane methioninu pred jeho oxidaci na odpovxdajlcl 
methioninsulfoxid. Methionin je vestaven V biologicky aktivnlch 
peptidech, napf .v ^trypsin .inhibit oru (pozice Met 358 ) nebo v 
amyloidnim (^-peptidu (pozice Met 35 ); oxidaci na raethioninsulfo- 
xid dochazi k ztrate biologicke aktivity. Slouceniny podle vyna 
lezu lze aplikovat peroralne nebo rektalne v pevnych nebo teku- 
tych davkovacich formach, ktere lze vyrabet zpusoby, beznymi ve 
farmaceutickem prumyslu. 
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PATEWTOVE 



IAROKI 



Cyklicke alkylthiopeptidy obecneho vzorce 




ve kterera 



R. 



R l a R 2 ZGa ^ 1 ' stejne nebo ruzne alkyly az C^, prime 
nebo rozvetvene, popr. spojene chemickou vazbou, pricemz 
jeden z techto substituentu, popf, oba mohou znacit atom 
vodxku, R 2 znaci fenylmetyl, 4-hydroxyf enylmetyl, fenyl, 
4-hydroxyf enyl , ^"-guanidinopropyl, hydroxymetyl , karboxa- 
midometyl, 2-karboxamidoetyl, £_-aminobutyl anebo metyl- 
thioetylen, je-li R 2 atom vodiku, muze R^ tvorit trimety- 
lenovy,popf . metylenthiometylenovy retezec s atomem dusiku 
v poloze 1, X znaci atom siry nebo metylenovou skupinu, R^ 
znaci alkylovou skupinu az nebo metylenthioalkylovou 
skupinu az Cg. 



